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RESUMO
Pesquisas sugerem que, em alimentos submetidos a altas temperaturas, reações en-
tre compostos nitrosantes (nitratos e nitritos) e substâncias que podem sofrer nitro-
sação (proteínas, aminoácidos entre outros) originem substâncias secundárias, como 
as nitrosaminas. O objetivo deste trabalho foi quantifi car a formação de nitratos e 
nitritos a partir da degradação proteica em sardinha (Triportheus angulatus) decor-
rente do assamento realizado com carvão vegetal em churrasqueira em condições de 
temperatura e tempo controlados. A média de nitratos encontrada nas amostras in 
natura, assadas 30 minutos e 60 minutos, foi de 0,0020% (m/m), 0,00001% (m/m) e 
0,00001% (m/m), respectivamente, e de nitritos foi de 0,0001% (m/m), 0,0063% (m/m) 
e 0,0030% (m/m), respectivamente. A pesquisa permite concluir a existência da rela-
ção direta entre a formação desses compostos nitrosantes e aplicação de calor para 
seu preparo para consumo.
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ABSTRACT
Research suggests that in foods subjected to high temperature reactions between ni-
trosating compounds (nitrate and nitrite) and substances which can undergo nitrosation 
(proteins, amino acids, etc.) originate secondary substances such as nitrosamines. The 
aim of this study was to quantify the formation of nitrates and nitrites from protein 
degradation in sardine (Triportheus angulatus) arising from the baking done with char-
coal barbecue in temperature and time controlled. The average of nitrates found in 
fresh samples, baked 30 minutes and 60 minutes was 0.0020% (m/m) 0.00001% (m/m) 
and 0.00001% (w/w) respectively and nitrite was 0.0001% (w/w), 0.0063% (w/w) and 
0.0030% (w/w) respectively. The research suggests that the scope of the direct rela-
tionship between the formation of these compounds and nitrosating applying heat using 
charcoal for their preparation for consumption.
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Introdução
A abundância de peixes em quantidade e espécies, a ausência 
de uma cultura agrícola efetiva, entre outros fatores, fazem da 
região amazônica uma grande produtora e consumidora de peixes.
A pesca torna-se, portanto, uma importante atividade 
extrativista que gera renda, lazer e base alimentar, e para a 
maior parcela da população da região Norte do Brasil é a prin-
cipal fonte de proteínas1,2.
Na região amazônica, a principal forma de consumo do 
pescado é o assamento com carvão vegetal. Esse procedimento 
objetiva basicamente a alteração das propriedades sensoriais 
dos alimentos, melhorando a palatabilidade e aumentando a 
gama de sabores, aromas e texturas.
O uso do calor com carvão vegetal envolve ao mesmo tem-
po a transferência de massa através da saída de umidade e da 
entrada de calor na amostra, em grande parte na forma de 
condução e por vezes convecção. Essas transferências variam 
conforme o tamanho e a condutividade térmica dos alimentos.
Quando colocado sob uma fonte de calor, a baixa umidade 
do ar gera um gradiente de pressão de vapor, evaporando a 
umidade na superfície do alimento, criando um movimento da 
umidade do interior para a superfície, mesmo com formação 
de uma crosta aparentemente seca3. Umas das principais con-
sequências desse tratamento é a alteração da estrutura dos 
componentes da musculatura, especialmente as proteínas.
Nitratos e nitritos nos alimentos
Os nitratos e nitritos em alimentos podem ter duas ori-
gens: intencionalmente adicionados ou ocorrência/formação 
natural. Quando intencionalmente adicionados possuem três 
funções principais. Primeiro atuam como antibacterianos do-
se-dependente1, fi xadores e/ou intensifi cadores de coloração 
avermelhada nos produtos cárneos4,5,6 e fornecedores do que 
pode ser descrito como um sabor “curado”1.
Independente de sua quantidade nos alimentos, os nitratos 
e nitritos tendem a formar composto N-nitrosos, comprovada-
mente nocivos7, 8.
Considerando-se uma dieta normal, a quantidade de ni-
trato ingerido situa-se em torno de 100 mg ao dia, sendo os 
principais representantes, devido ao uso de fertilizantes, as 
hortaliças (até 200 mg ao dia) e raízes, podendo representar 
entre 72% e 94%, além de cereais e carnes curadas (que podem 
representar 90% do consumo diário)4,9.
Os nitritos são encontrados apenas em níveis de traços 
frequentemente em cereais, vegetais fermentados ou em con-
servas e carnes, em especial as curadas 10, peixe defumado e 
salgado. Sua presença ou formação deriva também da oxida-
ção do amônio11, 12.
Nos animais o nitrato está diretamente relacionado à sua 
presença no meio ambiente. Nos animais aquáticos, como os 
peixes, não apresenta ser um sério problema, já que possui 
um importante papel sobre a osmorregulação e transporte do 
oxigênio nesses organismos13.
Devido aos prós e contras, são grandes as discussões a 
respeito do uso e da presença de nitratos e nitritos nos ali-
mentos. Os efeitos benéfi cos, como a inibição do crescimento 
de bactérias, principalmente as patogênicas nos alimentos e 
o aprimoramento de suas características organolépticas, são 
argumentos a favor do seu uso.
Além disso, há evidências de que o nitrato dietético apre-
senta destacado papel benéfi co, protegendo a área gastrintes-
tinal contra microrganismos patógenos. Estudos mostram que 
a adição de nitrito ao ácido estomacal inibe microrganismos 
como Salmonella, Escherichia coli e Helicobacter pylori14.
Aspectos toxicológicos de nitratos e nitritos
Segundo a Agência Internacional de Pesquisa sobre o Cân-
cer15, nitratos e nitritos são classifi cados no grupo 2A como 
provavelmente carcinogênicos para muitos animais, e com al-
guma similaridade no organismo humano e de alguns roedores, 
e no grupo 2B com evidência carcinogênica comprovada em 
algumas espécies animais, independente do órgão-alvo. Em 
humanos, somente a N-nitrosonornicoticona a partir do tabaco 
tem sua ação cancerígena comprovada16,17,18.
Grande parte dos compostos N-nitrosos não são bioacumu-
lativos e estáveis, porém são tóxico dose-dependente e depen-
dente do tempo de exposição para exercerem ação mutagêni-
ca e carcinogênica16.
Em humanos os primeiros estudos de exposição de nitratos 
ocorreram em 1945 por Comly e mais tarde por Robertson & Ri-
ddell em 1949, onde níveis de meta-hemoglobinemia associadas 
a sinais de toxicidade por nitrato foram observados em crianças 
que consumiram água com alta concentração de nitratos (entre 
388 e 619 mg.L-1)19.A toxicidade de nitratos e nitritos está rela-
cionada a vários fatores além do tipo de matriz alimentar ingeri-
da: estilo de vida, exposição ambiental, idade, grau de nutrição 
e estado de saúde e a quantidade e freqüência ingerida de ma-
trizes alimentares que possuem estes compostos ao contrário de 
grandes e espaçadas doses únicas20. A consideração desse fato 
é importante, pois as disparidades dos resultados encontrados 
nessas associações podem ser explicadas, pelo menos em parte, 
pela difi culdade de controle das concentrações corporais deri-
vadas de quantidades ingeridas e de diferentes fontes17,18.
Quadros de saúde caracterizados pela baixa acidez esto-
macal e subnutrição, inclusive em crianças20, 21, permitem o 
aumento de microrganismos que produzem enzimas (nitrore-
dutases) capazes de reduzir nitratos a nitritos18.
Materiais e métodos
Muitos métodos analíticos são propostos para determina-
ção de íons nitrato e nitrito, entre os quais cromatográfi cos, 
espectrofotométricos e potenciométricos. O método espectro-
fotométrico, utilizado neste estudo, caracteriza-se pelos bai-
xos limites de detecção, pela rapidez, simplicidade, além de 
se mostrar sensível a traços dos íons nitrato e nitrito, com um 
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erro máximo de 5% na determinação, mesmo quando aplicada 
em matrizes complexas com um grande número de interferen-
tes, comum em amostras orgânicas22.
O isolamento do nitrato e nitrito da matriz tem sido fre-
quentemente realizado em meio aquoso devido a maioria dos 
sais de nitrato e nitrito serem solúveis em água. Dependendo 
da matriz e se necessário, após a obtenção do extrato há ne-
cessidade de realizar um processo de clarifi cação, uma vez que 
para alguns métodos analíticos, como a espectrofotometria, 
extrato límpido é condição de análise21.
Amostras
Foram utilizadas 50 amostras de sardinha (Triportheus an-
gulatus) obtidas na feira do CEASA, Distrito Industrial de Ma-
naus. Antes dos procedimentos, a essas amostras foi aplicada 
avaliação sensorial baseada na tabela da Torry Research–Station 
Escocia (UK)23 (Tabela 1). Foram observados os itens guelras, 
olhos, pele, odor, textura e aspecto dos órgãos internos.
As amostras foram classifi cadas como classe “A” em uma 
escala da própria tabela que classifi ca também em classe B, 
C e rejeitável.
A tabela possui, para cada item, características que classi-
fi cam a amostra em A, B, C ou rejeitável. Cada uma das classi-
fi cações dos itens possui um valor que, somado no fi nal, deter-
mina a qual classe corresponde a amostra. De 19 a 24 pontos, 
A; de 13 a 18, B; 6 a 12, C; e menor que 6, rejeitável. Todas 
as amostras utilizadas obtiveram 4 pontos em cada item, que 
somados resultaram em 24 pontos.
Em seguida, foi efetuada a evisceração das amostras atra-
vés de corte no sentido ântero-posterior, ensacadas individu-
almente, refrigeradas em caixa térmica para o transporte e 
congeladas a -18°C até o momento do assamento.
Preparo das amostras
Antes do assamento em churrasqueira, uma alíquo-
ta de aproximadamente 15 g da musculatura foi retirada 
das amostras, assim como aos 30 minutos e 60 minutos 
de assamento.
Todas as amostras retiradas, após o resfriamento em tem-
peratura ambiente, foram devidamente envolvidas em plásti-
co PVC e papel alumínio, recebendo a identifi cação “amostra 
crua”, “amostra 30 minutos” e “amostra 60 minutos”.
Tabela 1. Tabela de avaliação sensorial baseada nas características do pescado cru.
Classe A *Pts Classe B Pts Classe C Pts Rejeitável Pts
Guelras Cor vermelho-vivo, 
muco límpido e forte 
odor de plantas 
aquáticas
04 Cor vermelho-pálido e 
castanho-avermelhado, 
perda de odor de 
plantas aquáticas
03 Castanho-escuro a 
castanho-amarelado, 
muco leitoso, odor de 
pão ou leite azedo
02 Cor branca, muco 
granuloso, odores de 
amônia, ácido sulfúrico, 
odores fecais
01
Olhos Claros, brilhantes 
e salientes, pupilas 
negras com matrizes 
amareladas, córneas 
translúcidas
04 Encovados, brancos, 
nebulosos ou 
amarelados, pupilas com 
algumas descolorações, 
córneas opacas
03 Encovados, brancos baços 
ou sanguíneos, pupilas 
leitosas ou acinzentadas, 
córneas côncavas sujeitas 
à descoloração
02 Muito sanguíneos 
pupilas opacas e 
cobertas de muco, 
córneas descoloradas ou 
enrugadas
01
Pele Cor normal, lustrosa 
e clara
04 Cor baça, sem 
aparência limosa
03 Ausência de cor normal 
e lustrosa, estrutura 
muscular visível
02 Descolorada em 
avançado estado de 
decomposição
01
Cheiro Típico de peixe 
capturado 
recentemente
04 Odor pouco acentuado, 
neutro
03 Ligeiramente azedo 
ou rançoso, mas não a 
putrefação
02 Azedo, mau cheiroso ou 
a putrefação
01
Textura Escamas brilhantes e 
fortemente aderidas, 
nenhuma deformação, 
musculatura fi rme e 
elástica, especialmente 
no abdômen
04 Com pouco brilho, cor 
ligeiramente escura, 
ligeiras deformações 
ou mutilações, 
musculatura fi rme não 
elástica
03 Superfície rugosa, 
escamas aderentes, 
algumas fendas, 
musculatura mole
02 Superfície áspera, 
muitas fendas, 
musculatura fl ácida; 
quando apertada entre 
os dedos, não torna à 
posição inicial
01
Órgãos Internos Peritônio íntegro, 
parede abdominal 
íntera, rim vermelho-
vivo, fígado íntegro
04 Peritônio oxidado 
(escuro), parede 
abdominal com início de 
digestão, rim vermelho, 
fígado e intestino em 
decomposição
03 Peritônio desfeito 
(cor preta), parede 
abdominal digerida e 
com espinhas salientes, 
rim vermelho-escuro, 
fígado e intestino 
ligeiramente desfeitos
02 Escuros e desfeitos 01
Valor 24-19 18-13 12-06 Menor do que 06
*Pts=pontos
Fonte: FAO (1987); BURGESS (1967).
Fonte: http://www.scielo.br/img/revistas/cr/v36n4/a38tab01.gif
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Extração do nitrato e nitrito
Em um erlenmeyer foram adicionados 10 ml da amostra, 40 
ml de água deionizada e 5 ml de tetraborato de sódio. Homo-
geneizou-se e levou-se ao banho-maria por 15 minutos. A solu-
ção então foi transferida para balão de 200 ml, adicionados 5 
ml de ferrocianeto de potássio 15% e 5 ml de acetato de zinco 
30% e em seguida fi ltrado em papel qualitativo24.
Quantifi cação de nitrito
Foram colocados 10 ml do fi ltrado em balão volumétrico de 
50 ml e adicionados 5 ml de sulfanilamida e, após 3 minutos, 3 
ml de naftlenodiamino 0,5%. Completou-se o volume e aguar-
dou-se 30 minutos. Foi feita a leitura em espectrofotometria 
em absorbância a 540 nm24.
Quantifi cação do nitrato
Foram colocados 20 ml do fi ltrado em um béquer e adi-
cionados 5 ml de solução tampão pH 9,6–9,7. Passou-se pela 
coluna de cádmio e foi recolhido em balão de 100 ml; 10 ml 
do fi ltrado pela coluna de cádmio foram colocados em balão 
volumétrico de 50 ml e adicionados 5 ml de sulfanilamida, e 
após 3 minutos 3 ml de naftlenodiamino 0,5%. Completou-se o 
volume e aguardou-se 30 minutos. Foi feita a leitura em espec-
trofotometria em absorbância a 540 nm24.
Resultados
A média de nitratos encontrados nas amostras in natu-
ra, assadas 30 minutos e 60 minutos, foi de 0,0020% (m/m), 
0,00001% (m/m) e 0,00001%(m/m), respectivamente, e de ni-
tritos foi de 0,0001% (m/m), 0,0063% (m/m) e 0,0030% (m/m), 
respectivamente, com médias que demonstram a correlação 
signifi cativa entre tempo de assamento e os teores de nitrato 
e nitrito25,26.
A quantifi cação de nitritos das amostras assadas aos 30 mi-
nutos e 60 minutos demonstrou um aumento aos 30 minutos e, 
apesar de diminuir aos 60 minutos, mantém-se em níveis mais 
elevados do que o nitrato.
Tratamento estatístico
Métodos estatísticos são utilizados para o planejamento e 
condução de um estudo, descrição dos dados e para tomada de 
decisões, onde se podem citar os testes de hipóteses que se 
baseiam nos riscos associados a elas.
Os testes de hipóteses se dividem em paramétricos, o qual 
utiliza parâmetros de distribuição ou estimativa para cálculos, 
e não paramétricos, atribuídos aos dados ordenados e livres da 
distribuição de probabilidades dos dados estudados24.
Foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis, considerado um 
teste não paramétrico utilizado para comparar três ou mais 
amostras e testar a hipótese nula de que todas as populações 
possuem funções de distribuição iguais, contra a hipótese al-
ternativa de que ao menos duas das populações possuem fun-
ções de distribuição diferentes. As principais vantagens são a 
possibilidade de comparação de mais de duas amostras e a não 
exigência de normalidade ou de outra distribuição qualquer 
para as populações estudadas25,26.
Enquanto a análise de variância dos testes depende da hi-
pótese de que todas as populações em confronto são indepen-
dentes e normalmente distribuídas, o teste de Kruskal-Wallis 
não coloca nenhuma restrição sobre a comparação. Utilizam-
-se para teste de k amostras independentes que provêm de 
uma mesma população ou de populações idênticas em relação 
à média26.
As médias obtidas, com níveis de signifi cância para 1% 
(p valor<0,01), demonstraram que a correlação entre tempo 
de cozimento e os teores de nitrato e nitrito é signifi cativa, 
com um valor de -0,5352, e a relação entre nitrato e nitrito 
nas condições pesquisadas apresentou relação linear também 
signifi cativa para todos os tratamentos, com coefi cientes de 
correlação altos (Tabela 3).
Discussão
 Por ser uma fonte alimentar rica em compostos nitrosos, 
existirem inúmeras espécies de peixes ainda não estudadas e 
serem intensamente consumidos na região Norte do País na 
forma de assamento através do carvão vegetal, há necessidade 
de mais pesquisas a respeito da formação de nitratos, nitritos 
e possíveis compostos nitrosos.
 Ao contrário de muitos produtos cárneos industrializados, 
especialmente embutidos e enlatados, existe carência de es-
tudos para muitos tipos de pescados e de seus poucos produtos 
industrializados, a fi m de estabelecer possível presença ou for-
mação de nitratos e nitritos.
O comitê para aditivos alimentares da Organização Mun-
dial da Saúde para Alimentação (WHO/FAO) defi ne como segu-
ra a ingestão diária de nitritos na forma de íons entre 0 e 0,07 
mg.kg-1 de peso corpóreo e entre 0 e 3,7 mg.kg-1 de nitrato de 
sódio e potássio na forma de íons21. Em 2002, esse mesmo co-
mitê confi rmou esses valores, ressaltando a não aplicação dos 
valores para crianças abaixo de 3 meses27,28.
O limite tolerado de nitrito e nitrato como aditivo alimen-
tar depende da matriz e da legislação correspondente vigente 
no país. No Brasil, a Portaria nº 1.004/ANVISA/MS, de 11 de 
Tabela 2. Quantifi cação e desvio padrão de nitratos e nitritos de amostras in natura, assadas 30 e 60 minutos.
Tratamento Amostras in natura Amostras assadas 30 minutos Amostras assadas 60 minutos
Analito Média Desvio padrão Média Desvio padrão Média Desvio padrão
Nitrato (%m/m) 0,00020 0,00017 0,00001 0,0001 0,00001 0,0001
Nitrito (%m/m) 0,00001 0,0004 0,00063 0,00003 0,00030 0,00007
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dezembro de 1998, defi ne como limite máximo 0,03 g/100 g 
(300 ppm) para nitrato e 0,015 g/100 g (150 ppm) para nitrito 
de sódio, e ou potássio em produtos cárneos curados industria-
lizados ou frescais29. Apesar de não existir legislação específi ca 
referente a pescados, industrializados ou não, podemos tomar 
como base a defi nição da OMS.
Conclusão
Existe a formação de nitratos e nitritos em pescado de-
corrente do processo térmico realizado com carvão vegetal, 
mas abaixo dos limites defi nidos pela OMS e pela legislação 
brasileira para consumo humano.
O consumo dessa matriz alimentar nas condições repro-
duzidas neste trabalho não oferece risco à saúde humana em 
relação à formação de nitratos e nitritos.
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